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はじめに
細胞壁をもつ植物細胞は壁で囲まれた空間内に､新しい娘細胞壁を生み出さなければならな
い｡植物細胞が誕生して以来､動物細胞にはないこの制約は､細胞分裂様式の多様化を促して
きたと考えられる｡例えば､高等植物は細胞板形成によって細胞質が二つに仕切り分けられて
分裂し､車軸藻のアオミドロは細胞表層には分裂溝が入り､中心部には細胞板が形成されて分
裂する(McIntoshetal. 1995)｡一方､祖先的な植物細胞である単細胞緑藻では内生胞子形成が
一般的で､各娘細胞が母細胞壁内部で全表面の娘細胞壁を新生してから母細胞壁外-放出され
る｡
トレポキシア藻綱は陸上植物の直接の祖先である緑藻の中の-綱である｡単細胞緑藻のクロ
レラやパラクロレラ､トレポキシアなどがその代表属であり､ほとんどが内生胞子形成によっ
て分裂増殖するが､二分裂をするナノクロリスや出芽をするマルバニアなどの種もわずかなが
ら存在する｡ 3つの分裂様式の進化関係を明らかにするために､アクチン遺伝子や18SrRNA
に基づく分子系統解析が行われており､トレポキシア藻綱内のナノクロリスークロレラクレー
ドにおいては､内生胞子形成が祖先的な様式であり､そこから二分裂や出芽の様式が分岐した
ことが明らかになっている(Yamamotoetal. 2001, 2003)｡透過型電子顕微鏡による微細構造解
析から､内生胞子形成型には娘細胞壁初期合成型と後期合成型の二種類があることもわかって
いる(Yamamotoetal. 2004, 2005)｡
最近､私たちは､二分裂型のNannochloris bacillarisと出芽型のMarvania geminataでは､細
胞質分裂､娘細胞壁合成､母細胞壁開裂が内生胞子形成と同様に起こるが､母細胞壁が脱ぎ捨
てられずに娘細胞壁に密着したままである点が大きく異なっていることを明らかにした
(Yamamotoetal. 2007)｡内生胞子形成から､二分裂あるいは出芽-の進化は､母細胞壁が脱ぎ
捨てられるか否かの違いを契機に起こったと考えられる｡マルバニア属には､ Mgeminataの他
に､出芽型のMarvania coccoidesが存在する｡
本研究では､ M. coccoidesを用いて､これまでに観察された母細胞壁の残存様式の違いが分
裂様式の多様性を引き起こすという現象が普遍的な事象であるかどうかを明らかにすること
を目的とした｡
材料と方法
M. coccoidesの鹿寿
M. coccoides CCAP251/lBは1998年にCCAPからN. coccoidesとして購入した｡培地には
modified Ichimura's C medium (Chida and Ueda 1991)を用い､連続明期(15 LlmOI photons ml2 S~1)
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23℃で培養した｡
Fluostain I/SYBR Green I蛍湖東密葬
培養した細胞を3300g 1分間の遠心で回収し､ 0.001%Fluostain I水溶液(Dqjindo､Kumamoto､
Japan)と0.003% SYBRGreenI (MolecularProbes､ Eugene､ OR､ USA) inPBSバッファー(0.13M
NaCl､ 7mMNa2HPO｡､ 3mMNaH2PO4､ pH7.2)で二重染色した｡ノマルスキー微分干渉法と位
相差法を用いて細胞の形態を観察し､ UV励起によるFluostainI､青色励起によるSYBRGr°en
I､そして緑色励起によるクロロフィルの自家蛍光の観察を行った｡ C4742 ccD　カメラ
(Hamamatsu Photonics Co.､ Shizuoka､ Japan)を装着したBX52顕微鏡(olympus)で観察し､
AqUACOSMOSシステム(Hamamatsu Photonics Co.)を用いて観察像を撮影した｡
御慶穿
培養した細胞を急速凍結法で固定した後に凍結置換し､透過型電子顕微鏡を用いて細胞内微
細構造を観察した｡急速凍結の方法はBabaandOsumi (1987)に従った｡ただし､置換液はオ
スミウム含有アセトンからグルタルアルデヒド含有アセトンに変更した｡細胞をまず3300g 1
分間の遠心で回収し､急速凍結装置(LeicaEM CPC､ LeicaMikrosystems､ Ⅵenna､ Austria)を
用いて､液体プロパンで急速凍結した｡凍結したサンプルは2.5%グルタルアルデヒド含有ド
ライアセトン溶液に移し､ -80℃で108時間インキュベ-トした｡その後､徐々に-80℃から0℃
-と5時間かけて上昇させ､ 0℃の状態を1時間保った後に､さらに0℃から23℃-と1時間
かけて上昇させ､23℃で1時間インキュベ-トした｡サンプルをドライアセトンで三回洗浄し､
2%oso4含有ドライアセトン溶液で40℃4時間の後固定を行った｡その後､ドライアセトンで
3回洗浄し､ 1%スパー樹脂(spurr 1969)含有ドライアセトン溶液に置換した｡スパー樹脂の
濃度を2､ 4､ 6､ 8､ 12.5､ 25､ 50､ 75%と数時間おきに上昇させ､最後には100%スパー樹脂
に置換し､重合した｡超薄切片(0.0610.07LIm)はダイアモンドナイフを用いてウルトラミクロ
トーム(LeicaUltracutUCT､ LeicaMikrosystems)で作製し､フォルムバールでコートした銅グ
リッドに載せた｡その後､切片は3%酢酸ウランで室温2時間､クエン酸鉛で10分間電子染色
し､蒸留水で洗浄後､透過型電子顕微鏡(Hl7600､ Hitachi Co.､ Tokyo､ Japan) 100kVで観察
した｡
結果
脚に伴う舶壁の変把
M. coccoidesの娘細胞壁合成の過程を明らかにするために､培養した細胞をFluostain I
/sYBRGreen Iで二重染色し､細胞周期のそれぞれのステージを蛍光顕微鏡で観察した(図1-7)｡
細胞周期のステージは細胞核のSYBR Green I染色とクロロフィルの自家蛍光によって判断し
た｡娘細胞壁合成の様子はFluostainIの蛍光により観察した｡
M. coccoidesは成長初期の細胞は球形(図1)で､ SYBR Green Iで染色される1つの核(図
lc)と細胞の半分を占める半円形の葉緑体の自家蛍光(囲ld)が観察された｡ FluostainIの蛍
光は細胞の周縁で観察されたが､それに加えて､強い蛍光が細胞右部分の上側と下側とで観察
された(図1e)｡細胞は出芽により細胞容積を増大させるが(図2-4)､このときにFluostain I
の蛍光の強い部分から右側-と芽(予定娘細胞)が伸長する様子が観察された(図2e-4e)｡や
がて芽はもとの細胞と同程度の大きさにまで成長しダンベル型の細胞になる(図5-6)｡その状
態で､細胞は分裂期になり､葉緑体がまず二つに分裂し(図5d)､それに核分裂が続く(図6C)｡
細胞質分裂が起こっている間に､出芽部位(分裂面)にはベルト状のFluostainIの蛍光が観察
され(図5e-6e)､娘細胞は二つに分離した(図7)｡
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図1-7　出芽型MafWania coccoidesの様々な分裂段階の細胞のFluostain I/SYBR Green I二重染色像
SYBR Green Iで染色されたDNAは緑､ Fluostain Iで染色された細胞壁は青白い蛍光を発し､葉緑体のク
ロロフィルは赤い自家蛍光を発している｡上段から下段に向かって細胞周期の進行順に示してある｡図1 :
細胞成長初期､図2-4:細胞成長後期(出芽期)､図5:葉緑体分裂期､図6:核分裂期､図7:娘細胞解離
期｡図1a-7a :ノマルスキー微分干渉像､図1b-7b :位相差像､図lc-7C : SYBRGeenI染色像､図1d-7d :
クロロフィルの自家蛍光像､凶Iel7e : FluostainI染色像､図1f-7f: SYBRGreenI/クロロフィル自家蛍光
/Fluostain Iの重ね合わせ像｡スケールバー: 5 Llm｡
腰彪腹壁倉線と虜船壁の願･解
内生胞子形成では細胞分裂の度に母細胞壁が脱ぎ捨てられるが､ M. coccoidesのFluostain I
染色では母細胞壁が脱ぎ捨てられる様子は観察されなかった｡また､分裂面に観察された強い
Fluostain Iの蛍光は､この部分で活発な娘細胞壁合成が起こっていることを示唆している｡そ
こで､娘細胞壁新生とそれにともなう母細胞壁のふるまいを調べるために､急速凍結置換固定
したM coccoidesの微細構造を電子顕微鏡で観察した｡
成長初期のMcoccoidesは球形(図8a)で､細胞壁cwlの外側にもう一層のcwOを被ってい
る様子が観察された(図8e)｡ Fluostain Iで強い蛍光が観察された部位(図1e)でこの外側の
細胞壁cwoは途切れていた｡芽はcwOが覆っていない部分から伸長した(図8b､ f)｡細胞質
分裂後､分裂面にはcw2が観察されるようになり､それは徐々に厚みを増加させた(図8C､g)0
cwlとcw2は密着しているため､内生胞子形成型でみられるような明瞭なトライアンギュラー
スペース(triangularspace)は観察できないが､ cwlは出芽部位であった分裂面で開裂し､娘
細胞は分裂面から2つに分離した(図8d､ h)｡このとき､破れた母細胞壁cwlは娘細胞壁cw2
から剥離せずに密着したままであった｡細胞分裂の結果生じる2つの娘細胞は非対称であり､
左側の娘細胞はcw2､ cwl､ cwOに覆われているが､右側の娘細胞はcw2とcwlに覆われてい
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図8　出芽型Marvania coccoE'desの透過型電子顕微鏡像
a:成長初期､ b:成長後期(出芽期)､ C:細胞質分裂期､ d:母細胞壁開裂後の細胞全体像｡ e, ∫, g, h:
それぞれa, b, C, dの出芽部位の拡大像.スケールバー: lpm (d)､ 100nm (h)｡
る(図8h)｡娘細胞は母細胞壁cwlや祖母細胞壁cwoが残存した状態で次の細胞周期の成長期
に入り､ cwlやcwoに覆われてない部分が芽として膨らむことになる｡
考察
Marvania coccoidesは2004年以前はNannochloris coccoidesと呼ばれていた種である｡この種
は1921年､ NaumannによってNannochloris bacillarisとともにナノクロリス属に分類された｡
ナノクロリス属の定義は二分裂することであり､ Naumannの単離したN. coccoides　はN.
bacillarisと同様に二分裂で増殖した(Naumann 1921)｡しかし､現存のN. coccoidesは､出芽
する種がそれに当てられていた(Tschermak-Woess 1999, Yamamoto et al. 2001, 2003, 2007)0
このため､ Henleyら(2004)は､ N. coccoidesに当てられた種をMarvaniacoccoidesに再分類し
ている｡マルバニア属は､ Hindak (1976)によって同定された出芽型の種を含む属であり､ト
レポキシア藻綱に属する(Henley et al. 2004)｡ Marvania geminataとMafVania coccoidesは､ア
クチン遺伝子と18SrRNAに基づく分子系統解析では､塩基配列は相同であり同じ枝に位置す
る(Yamamoto et al. 2007)0
M. coccoidesの蛍光顕微鏡観察と透過型電子顕微鏡観察の結果は､ M geminataの観察結果に
非常に類似していた｡出芽型は､内生胞子形成型と異なるように見えるが､母細胞壁が脱ぎ捨
てられずに新生した娘細胞壁にはり付いているだけのようである｡娘細胞壁の新生と母細胞壁
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の開裂という観点からは､出芽型は内生胞子形成の後期合成型と本質的に相同な分裂様式であ
ることがわかる｡出芽型は､母細胞壁が残存するという表現型を得てトレポキシア藻綱内で発
達し､その後､ MgemiantaとM.coccoidesの種が分岐したと考えられる｡したがって､ Henley
(2004)のM coccoidesの再分類は母細胞壁の残存様式からみても妥当であったと考えられる｡
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